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白血球の分離法に関する研究
一好武美*
(昭和 46年 l月29日受付)
要 旨
白血球の免疫実験に供し得る純粋な白血球を多量に採取するために，従来の白血球分離法を
検討して種々の改良を試みた。すなわち抗凝固剤として Heparin，EDTA を併用し， PVP 
溶解液としては Tyrode氏液， Hanks 氏液を基に新しいリン酸緩衝塩類溶液を工夫し， 
PVP法，溶血法， Silicon重層法を組み合せ， 混入赤血球を溶血除去する前に血小板を除
き，血清成分の共存による溶血の条件を検討した。その結果血小板，赤血球，血球 ghostの白
血球への吸着を阻止することができ，また赤血球の沈降を著明に促進することを得， 90"，95% 
の白血球を得ることができた。 この改良した分離法によると，白血球 1000個に対して赤血球
の混入は 1 2個となり，血小板の混入もきわめて少く，得られた白血球は，免疫学的研究に"， 
十分に資することのできるものであった。 
keywords:、白血球分離法， PVP赤血球沈降促進法， PVP赤血球沈降促進溶血法， Silicon 
重層法 (SiliconFloatation) 
略語一覧:	 PVP: Polyvinylpyrolidone，PBS (+): Glucoseを含むリン酸緩衝塩類溶液， 
PBS (一): Glucose を含まないリン酸緩衝塩類溶液， M-PBS:著者の改良作製
したリン酸緩衝塩類溶液， PVP法:PVP赤血球沈降促進法， PVP-H法:PVP 
法+溶血法， Silicon-PVP・H 法:Silicon重層法+PVP-H法
って，この組織適合性に関する抗原が白血球にもあるら
まえがき しいということが報告され，以来白血球の型別の研究は
白血球の抗原系に関する研究は，臓器移植に際しての 組織適合性検討の中心となってきた。
組織適合性の検討と関連して，ょうやく注目されてきた しかしながら，白血球の抗原系に関する研究ははなは
研究分野である。さて臓器移植の試みが進むにつれて， だしく遅れており，現在その緒についたばかりであり，
移植免疫の発現を防ぐために組織の適合性が検討され， 赤血球を中心とする血液型研究のめざましい発展に比べ
まず実際の移植例の成否を指標として，赤血球を中心と ればまことに柳々たるかぎりである。
する血液型との関連が Kuhns1)2)， TerasakP)， Szul- さて，ひるがえってこの原因を推察してみると，まず
man4)5)，Cepplini6)，Dausset')らによって究明され， 第一に，これまでの分離法では白血球を純粋にしかも大
移植免疫に関係あるものとして， ABO式血液型， P式 量に分離することがきわめて困難であったこと。第二に
血液型など， 2，3の血液型があげられてきた。 しかし は混入した赤血球や血小板の白血球への吸着が原因とな
てその後 Dausset')， Terasaki8)， van Roodめらによ って非特異的凝集を起すことが多く，白血球凝集反応の
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判定が困難となる場合が多いことなどがあげられるので
ある。
それでは，先人の試みた従来の白血球分離法はどうで
あろうか。古くは腹腔内に Bouillon， Aleunanate， 
Pepton，Starch， Glucose， Pilocarpin， あるいは姻
虫の浸出液などの異物を注入し，生体反応によって腹腔
内に遊出してくる細胞を白血球として免疫学的研究に使
用した時期があった。しかしながらこれらの浸出液には
白血球のみならず多くの上皮細胞，赤血球などが混在し
ており，かっこの白血球は形態学的にも流血中の正常白
血球と必ずしも同一ではなく，免疫学的研究に適したも
のではなかった。したがって，その後は，末柏、流血中よ
り白血球を分離する方法が多くの研究者により考案さ
れ，それらの方法はいずれも白血球，赤血球の物理化学
的性質を応用したものであり，つぎの 3群に大別するこ
とができる。
第 1群は赤血球を溶血させる方法であり， 1921年 
Quenselが死体の心臓血を蒸留水で溶血させたところ，
その沈置に白血球を見出したのにはじまり， Szilard 
(1926年)はヒト末梢血を酷酸，酒石酸の混合液で， 
Poo1 & Dun10p (1934年)は 15%酷酸で， Singer 
(1947年)は Gramicidin，Lyso1eci thinで溶血せし
め，また Engel (1955年)は Saponin で溶血させる
方法を考案している。
第 2群は赤血球の沈降を促進させる方法である。 1934
年 Dausset'O)が抗凝固剤を加えた脱線維素血に 3.5% 
PVP液を加えて静置し，赤血球の沈降を促進せしめて，
上清中浮遊している白血球を採取，これを凝集反応に使
用した。 Minor& Burnett (1948年)， Li & Osgood 
(1949年)は Fibrinogenおよび赤豆，海軍豆の浸出液
を用いる方法を，また Dextranを使用する方法などが
考案され，さらに William")ら (1956年)は種々の分
子量の Dextran， Fibrinogen，Phytohemagglutinin 
について比較検討を加えた結果，これらの併用が良い成
績を示すと報告している。 Daussetのはじめた PVP法
も PVPの分子量の大きいものがつくられるにおよん
で，山崎12)がふたたび検討し， PVP法が最もすぐれて
いると報告している。
第 3群は比重々層法である。白血球，赤血球の比重の
相異を利用する方法で， Valee (1947年)， Spear (1948 
年)，榎本 (1956年)13)， Seal (1956年)14)らは Serum 
a1bumin，Gum arabic，Si1icon などに血液を重層し
て遠心することにより白血球を分離する方法を報告して
いる。ところがこれらの方法はいずれも，赤血球，血小
板等の混入がきわめて多く，その上多量の血液を必要と
するので改良法が考案され， PVP法と溶血法を組合せ
た PVP-H法ともいうべき変法が郭 (1958年)15)， 
Co1ombani & Miligroom (1965年)16)らによってそれ
ぞれ報告されている。著者はこの PVP-H法について，
その試薬，方法などの欠点に吟味を加え， Siliconを使
用する重層法を組合せるなど，白血球の分離採取法を検
討したので，ここに報告する。
実験材料ならびに実験方法
1.実験材料
血液:血液はすべて健康人より採血した新鮮血を用い
た。採血にあたって，抗凝固剤として HeparinN ovo 
(1000unit/ml)および EDTA(同仁薬化学)を使用し
た。 
PVP: K-90 (和光純薬)を使用，つぎの項に述べる
ように各種塩類溶液で 3.5%に溶解して用いた。 
PVPおよび EDTA溶解液: PVP は生理食塩水，
組織培養等に使用する Dulbecco・PBS (ー) (表 3)お
よび著者の工夫した M-PBS(-) (表 3)を用いて 3.5
%の割合に溶解し， EDTAは Dulbecco・PBS (ー )で 
10%の割合に溶解して使用した。
白血球洗糠液:Tyrode氏液および M-PBS (ー )に 
Glucoseを加えたものを M-PBS(十)として使用した
)。3(表
溶血試薬 :2%酷酸， 2%酒石酸を 5:1の割合に混合
した溶液を用いた。 
Silicon: Daw corning社の DC555 (SG 1，060)， 
710 F (SG 1，100)を使用直前に必要な比重に調整して
用いた。
なお，使用したガラス器具はすべて Silicon熱処理
を行なった。 
2~ 実験方法 
PVP法に溶血法を加味した PVP・H 法を基準とし
て， PVPの溶解液，白血球の洗樵液，溶血条件などの
吟味を行ない，血小板の除去操作， さらにこれに Si1i-
con重層法を導入して赤血球，血小板の混入度，白血球
の収量，非特異的凝集塊の有無などを示標として，分離
採取法に検討を加えた(表 1，表 2，図 1)。 
PVP-H法:PVP・H 法は 1958年郭により改良され
た方法で， Daussetの PVP原法に Szilard の溶血法
を加えたものである。 10%EDTAを加えた脱線維素血
に3.5%PVP生理食塩水溶液を約 1ん量加えてよく混
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PVPの
溶解液|生理食塩水
和し， 37。の僻卵器の中で 45度に傾斜せしめ， 30min静
置する。ついでその上清を分離し，前記溶血試薬を上清
に半量ないし同量加えて軽く振渥し，混入した赤血球を
溶血せしめたのち， 2% KOHを加えて酸を中和し，
ただちに遠心沈殿する。得られた沈涯を白血球泥とし
て， Tyrode氏液で洗撫して白血球浮遊液とする。
実験成績
1.白血球分離法の改良 
a. PVP-H法の吟味 
従来の PVP-H法について， 10% EDTA加脱線維
素血の代りに Heparinおよび 10%EDTA加血液を
用い， PVP溶解液をリン酸緩衝液(表 3)とし， 赤血
球沈降後の分離した上清の溶血条件，さらに血小板の除
去などについて検討を加えた(表 1，図 1)。すなわち， 
Heparin加血液 10mlに M-PBS(ー)で溶解した 3.5 
% PVP液を 2.5ml加え， さらに 10%EDT A 1.0ml 
を添加して軽く振還する。しかるのちに 45度傾斜せし
めて 3rに30min静置する。赤血球の沈降をまって，白
血球および血小板を含む白濁した上清を分離，白血球お
よび混入している赤血球数を鏡検したのち， 1000 rpm， 
15 min遠心して赤血球を含む白血球沈濯を分離する。
また血小板を含む上、清を 3000rpm，15 min遠心して血
小板を除き，この上清 1.0mlを白血球、沈、置に加えて再
浮遊させたのち，赤血球溶血試薬を同量加えて， pH4.0 
"，4.5となるようにして，充分振還して溶血を行なう
(図 1)。溶血後は， 1000 rpm，2;.，3 min遠心して赤血
球 ghostを含む上清を除き， 白色の純粋な白血球沈澄
を得た。ついでこの白血球を M・PBS(+)で 2回洗糠
したのち浮遊液として使用，また 5%の割にグリセリン
を加えて凍結保存した。 
b. Silicon-PVP-H法
前項で検討した方法に，流血中の癌細胞収集法の一つ
である Silicon重層法を導入して吟味した(表 1，図
すなわち， Heparin加血液 10ml，M-PBS (一)で
溶解した 3.5%PVP液2.5mlおよび 10%EDTA 1.0 
再浮遊
図1.
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表 2. 赤血球混入率と白血球収量の比較
溶
|溶血桂!
上清量 赤血球混入率
(郭) 血球十数個以上 
PVP-H法 in D-PBS (-) 7.0 白血球 l，:OlO~O2個個に対し 60"，65I三好) て赤血球 
in M-PBS団) I 7.0 I / I65"， 70 
Silicon 法 +PVP-H法 in 1 t:;(¥(¥(L 1 Q (¥(¥1 に(¥(¥(¥ 勺ハハハ Q (¥ 1
M-PBS (三好) 1 日戸....，....，.-- .LU，vv'"'j V，VVV' -- l，vVV'1 V・v 1 // 
mlを混合し軽く振渥したのちに， これを比重 1，080"， 
1，081に調整した Siliconに重層し， 1500 rpm，15 min 
遠心すると Siliconの上層に白血球および混入した赤
血球の沈澄が残り，赤血球の大部分は Siliconの下層
に沈殿した。上清と Silicon上層の白血球沈査を分離
したのち，上清を 3000rpm，15 min遠心して血小板を
除き，この上清に白血球を再浮遊せしめて， 45度の傾斜
静置し，混入した赤血球の大部分を除い90 min0，37で 
てから前項の PVP-H法と同様に溶血操作を加え，
その後，洗糠して純粋な白血球を得た。 
2. 従来の PVP・H法との比較(表 2)
郭の改良した PVP-H法では， 3.5% PVP液を 2.5 
ml混合し， 45度に傾斜して 370に30min間静置したと
きの上清量は約 6mlで，上清中の白血球数は 5000"， 
5Q U  nU QJ 
6000jmmヘ混入した赤血球は 50000"， 100000jmm3で
あった。酸による溶血後もなお溶血し得ない赤血球が多
数混入していることが多く，白血球 100個に対して赤血
球十数個以上であり， 白血球の収量は約 40，..50%であ
った。その他，血小板はきわめて多数混入しており，か
っ白血球，赤血球，血小板がー塊となった凝集塊が多数
みられた。また採取した白血球、沈誼は褐色に着色してい
ることが多かった。
ところが， PVPの溶解液として Dulbecco・PBS(ー)， 
M-PBS (ー)(表 3)などを使用した場合は，前者では
溶血前の上清量は約 7ml，白血球は 5000，..6500jmm3，
赤血球の混入は 5000，..19000jmm3であり，従来の PVP
・H 法に比べて混入した赤血球の数は著明に減少した。
したがって溶血後は白血球 1000個に対して赤血球の混
入は 1"，2個となり，白血球の収量を 60，..65%に増量す
表 3. 溶液とその組成 
Jv竺汀 
NaCl 
KCl 
CaC12 
MgC12・6H20 
MgS04 
MgS04・7H20 
NaH2P04 
NaH2P04・H 20 
NaH2P04・2H20 
Na2HP04 
Na2HP04・2H20 
Na2HP04・12H20 
KH2PO+ 
Glucose 
NaHC03 
Tyrode 
8.00 
0.20 
0.20 
0.10 
0.05 
1.00 
1.00 
Hanks I(浮瀞吋培養用) Dulbecco M.(P三B好S()+) M-PB好S()ー) PBS (一) 
8.00 6.80 8.00 8.00 8.00 
0.40 0.40 0.20 0.20 0.20 
0.14 
0.20 0.10 0.10 
0.20 0.20 0.20 
1.50 
1.15 
0.06 
1.40 1.40 
0.06 0.20 0.20 0.20 
1.00 1.00 1.00 
0.35 2.00 
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ることができた。 
M-PBS (ー )を使用した場合で、は， 上清中の白血球
数は 6000，...7000jmm3と増量し，混入した赤血球は 5000
，...18000jmm3とわづかながらさらに減少せしめること
ができ，白血球の収量を 65，...70%とさらに増量し得た。
溶血後の白血球の純度は両者とも変りなく，血小板の
混入は鏡検で 200倍， 1視野に数十個程度であった。な
お，赤血球および血小板の混入を少量にとどめ得た場合
は白血球の非特異的凝集はほとんど認められなかった。
また， Silicon-PVP-H法では， Heparin，EDTA混合
血液を Siliconに重層しIて遠心し， さらに 45度の傾斜
を保ちながら 3rに静置した場合の上清量は約 8mlで
あり，白血球数は 6000，...7000jmmヘ赤血球の混入は 
15000，...18000jmm3とさらに好結果が得られ，溶血後の
赤血球，血小板の混入は，PVP溶解液を吟味した PVP 
-H法と同様な成績であった。白血球の収量は 90，.95%
と飛躍的に増加し，白血球の非特異的凝集もみられなか
った(表 2)。
考案ならびに総括
従来の白血球分離法について，検討したところ， ヒト
末梢血中より白血球を分離する方法としては， Szilard 
の溶血法と PVPにより赤血球沈降促進をはかる Daus-
setの方法とを組合せた郭の変法15)がすぐれていたが，
なお多数の赤血球，血小板等の混入がさけられず， か
っ，これらの混合物と白血球との凝集塊が多く存在して
おり，免疫実験に使用するには不適当であった。白血球
の非特異的自然凝集をしらべてみると，赤血球，血小
板，血球 ghostなどが白血球に吸着されー塊となって
おり，脱線維素操作のかわりに Heparinと EDTA
とを併用したところ血小板の吸着はよく阻止された。
また，赤血球を酸で溶血したのちJこ2%KOHで中和
した場合は，中和点に近づくと血小板の吸着 Fibrinの
析出が起り，血小板や溶血されないで残っていた赤血
球，血球 ghostなどと白血球が非特異的に凝集を起す
ようであった。そこで，溶血前に血小板の除去を行な
い，溶血後は溶血試薬である酸の中和操作を行なわずそ
のまま、沈・麿を分離すると，赤血球，血小板，血球 ghost
などの白血球への吸着による非特異的凝集をさけること
ができ，血小板の混入を防ぐことはできた‘が，白血球の
収量は特に増加せず，赤血球の混入を減少させることは
でき芯かづた。とくに分離後 Tyrode氏液で白血球の
洗糠をくり返してみると，白血球相互の吸着による非特
異的凝集塊の形成は不可避であった。
赤血球の沈降促進および白血球の変性，吸着，および
自然凝集などを阻止するために PVPの溶解液や白血
球の洗樵液の改良をはかり，組織培養の分野で開発され
た種々の塩類緩衝液を用いて17〉，各種塩類とくに細胞膜
の透過性に重要な役割を果しているといわれている重炭
酸系18う細胞間の吸着，吸着現象に深い関係があるとい
われている Ca*イオン 19)等について検討を行なったと
ころ，重炭酸塩， Cポイオンを含まないりン酸緩衝
塩類溶液-Dulbecco・，PBS(一)および新らたに改良し
た M-PBS(ー )を PVPの溶解液としたところ， PVP 
の赤血球沈降促進作用を増進することができ，白血球の
浮遊する上清中に混入する赤血球数を郭の方法と比較し
て，上清の単位容積あたり 1ん~ソ10に激減せしめること
ができ，はじめに得られる上清の量および浮遊している
白血球数を増加せしめることができた。白血球数の増加
に関しては Dulbecco・PBS (ー )よりも M-PBS(ー)
の方が幾分すぐれており，これは M-PBS(-)が Dul-
becco・PBS(一)よりも高張であることに起因するもの
と考えられた。すなわち， M-PBS (ー )に glucoseを
加えた M-PBS(+)を用いた場合は赤血球の沈降がわ
ずかながら遅延したことから， M・PBS(-)より高張の
溶液では赤血球の沈降が遅れ，また低張では浮遊白血球
の減少をきたすものと考えられた。
以上のように溶解液用緩衝液を考慮して改良した分離
法では，赤血球の混入は白血球 1000個に対して 1，.2個
であり，血小板の混入は 400倍 1視野に数個程度であっ 
f乙。
白血球の洗瀧液としては， PVPの溶解液と同系の溶
液を用いると，洗糠後の再浮遊に際して白血球の相互吸
着などを阻止することができ， M-PBS (+)を用いて良
好な成績を得ることができた。
白血球に混入した赤血球を酸で溶血する場合，血清成
分が共存しないと十分に溶血を起さず，血清成分を含む
場合は pH4.0，... 4.5で最もよく溶血を起した。なお，
酸の白血球に対する障害はとくにないようであったが，
血清成分の共存が好成績を得た理由については明らかに
し得なかった。
以上のように PVP・H 法を改良した白血球の分離法
はきわめて好成績をもたらしたが，少量のヒト血液から
多量の白血球を得るために， さらに Silicon重層法を
導入したところ，白血球の収量を 90%以上に高めるこ
とができた。また， Serum a1bumin，Gum arabicな
どを使用する方法では，液の調製，比重の調整および保
存に難点があり，しかも溶液の粘調度が高いため高速遠
心を必要とし， .Fibriri析出を誘発する欠点がみられた。
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これに対して，分離試薬として使用した Silicon には，
製品差がなく比重の調整，保存がきわめて簡単であり，
また白血球と Siliconとの境界面は明瞭であり， Fibrin 
の析出もみられず，かつ低速遠心沈殿で処理できるため
白血球を障害することもなく，つねに安定した成績が得
られた。なお， Slicon-PVP-H法はリンパ球分離にも
きわめて良好な成績を示した。この改良した分離法によ
って採取された白血球， リンパ球は，白血球凝集反応，
リンパ球凝集反応，また PolystyreneLatex粒子に超
音波処理した白血球， リンパ球抗原を吸着せしめて行な
う Latex凝集反応，さらに白血球， リンパ球抗原を吸
着せしめた Latexを使用するクームス消費試験に使用
してきわめて良好な成績を示した。
本論文の要旨は，第 50次， 51次， 52次日本法医
学会総会，ならびに第 3回日本臓器移植学会，第 
457回千葉医学会例会において発表した。
稿を終るに臨み，終始， c懇篤なと指導とと校聞
を賜わった思師，本学第一外科教室，綿貫重雄教
授，本学法医学教室，宮内義之介教授，直接と指導
をいただいた木村康助教授ならびに教室員各位に深
甚の謝意を表します。なお本論文は学位審査論文で
ある。 
5UMMARY 
The importance of the leucocyte groups is 
becoming more and more apparent，as their 
role in histocompatibility become more clearly 
established，and much attempts of leucocyte 
grouping have been performed by use of homo-
logous antisera in polytransfused patients and 
in pregnants，but the same result has not brought 
about by reason of differences in the immunologi-
cal specificity of these antisera. Furthermore， 
there are confused reactions by the contamina-
tion of red cells or their ghosts and platelets 
into the leucocyte suspension，and by the spon・
 
taneous agglutination of leucocytes. 

In the present study，for studying the satis-
factory grouping of leucocytes，the sincere en・ 
deavour was made to improve the isolating meth-
od of leucocytes，which was modified on the basis 
of PVP-method，hemolyzing method，and silicon 
floatation method for coIlecting cells in blood. 
By removing platelets before hemolysis from 
leucocyte suspension，and by hemolyzing in pres-
ence of the serum，the leucocyte，which do not 
agglutinated nonspecifically or spontaneously， 
was obtained purely from the blood which was 
treated with heparin and EDTA. PVP was 
dissolved in the new bu百'ersolution which was 
modified from both Tyrode solution and Hanks 
solution，and leucocytes were also washed with 
this solution. This solution was available for 
collecting leucocytes in blood. In my improved 
method，the contamination of red cells into-
leucocyte suspension was，quite a few，1 or 2 
per 1000 leucocytes，and that of platelets very 
few. Leucocytes were obtained about 90% of 
them in blood. 
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